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RESUMEN 
Chromolaena tacotana es una especie que se encuentra ampliamente distribuida en 
Colombia, se caracteriza por su contenido de flavonoides de los cuales poco se 
conoce sobre su actividad anticancerígena. En esta investigación se evaluó la 
actividad citotóxica y genotóxica de cuatro flavonoides presentes en las hojas de 
Chromolaena tacotana previamente aislados por el grupo de investigación 
PRONAUDCA: 5,3´-dihidroxi-7,4-dimetoxiflavonol (F1), 3´,4´-dihidroxi-5,7-
dimetoxiflavanona (F2), 4´-hidroxi-5,7-dimetoxiflavanona (F3) y 4-hidroxi-5,7-
dimetoxiflavononol (F4) sobre líneas celulares cancerosas PC3 y MDA-MB-231 y la 
línea celular sana MRC5.  
Mediante el ensayo MTT se evaluó la actividad antiproliferativa y por medio de 
microscopia de fluorescencia se determinó los efectos de los flavonoides sobre la 
morfología de las células, finalmente con el ensayo cometa se evaluó el daño al ADN. 
Todos los flavonoides presentaron actividad antiproliferativa sobre las líneas celulares 
de cáncer, sin embargo, F2 y F3 muestran los mayores efectos antiproliferativos, 
citotóxicos y genotóxicos sobre PC3 y MDA-MB-231.  
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INTRODUCCIÓN 
El cáncer es una de las enfermedades con mayor incidencia en el planeta, refiriéndose 
a una serie de condiciones especiales en las que existe un desorden en el crecimiento 
celular impartido en su mayoría por mutaciones genéticas (Hassanpour & Dehghani, 
2017); existen elementos predisponentes a su aparición y desarrollo, como el tabaco, 
infecciones de tipo viral (hepatitis, helicobacter pylori, papiloma humano, etc.), factores 
propios como dieta, sobrepeso u obesidad, alcoholismo, condiciones y riesgos 
ocupacionales, contaminación ambiental, radicación UV e incluso por el consumo de 
medicamentos (Sloan & Gelband, 2007).   
En Colombia para el año 2012 se presentaron 51,4 casos en cáncer de próstata y 35,7 
casos en cáncer de mama por cada 100.000 habitantes, siendo estos los más altos 
comparados con otros tipos de cáncer. (OMS & GLOBOCAN, 2018). Para el año 2016 
se presentó un aumento de 16.2 casos en cáncer de mama y 10 casos en cáncer de 
próstata (Acuña et al., 2018). 
Existen una serie de tratamientos que tienen como blanco farmacológico las células 
cancerosas, al no ser selectivos por dichas células generan en los pacientes efectos 
nocivos que afectan su calidad de vida (Pignatti, Jonsson, Blumenthal, & Justice, 2014).  
Adicionalmente, el costo de los tratamientos es un factor importante en esta 
enfermedad, puesto que los gastos que se encuentran asociados han podido llegar 
incluso a superar la capacidad económica de los pacientes, haciendo que un 
tratamiento efectivo sea considerado inaccesible, razón por la cual, los estudios 
actuales se encuentran encaminados a la búsqueda de medios alternativos a las 
terapias convencionales que den como resultado el control de los diferentes tipos de 
cáncer (Gamboa et al., 2016). 
Es así, como el uso de plantas medicinales ha brindado un punto de partida para el 
desarrollo de nuevos fármacos que contribuyan en la prevención y en el tratamiento 
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del cáncer, se han identificado algunos flavonoides que se destacan por tener 
propiedades antioxidantes y antiproliferativas que dependen de su relación estructura-
actividad y donde la presencia de polifenoles se encuentra asociada a sus efectos 
(Batra & Sharma, 2013). 
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el género Chromolaena ha 
permitido realizar estudios con flavonoides demostrando sus propiedades 
antiproliferativas, ya que es considerada una buena fuente de obtención (Rodriguez et 
al., 2018), es por esto que se adelanta un nuevo proceso sobre líneas celulares 
derivadas de cáncer buscando responder a la pregunta, ¿Los flavonoides aislados de 
las hojas de la especie vegetal Chromolaena tacotana presentan un efecto 
antiproliferativo sobre líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231) y de 
próstata (PC3)? 
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1. OBJETIVOS 
1.1 Objetivo general 
Evaluar el potencial antiproliferativo de los flavonoides F1, F2, F3 y F4 aislados del 
extracto de las hojas de Chromolaena tacotana sobre las líneas celulares de cáncer 
de mama (MDA-MB-231) y próstata (PC3) y sobre la línea celular de control sana 
MRC5. 
 
1.2  Objetivos específicos 
 
1.2.1 Evaluar la actividad citotóxica de los flavonoides F1, F2, F3 y F4 sobre líneas 
celulares de cáncer MDA-MB-231, PC3 y sobre la línea celular sana MRC5. 
 
1.2.2 Determinar el efecto genotóxico de los flavonoides sobre líneas celulares de 
cáncer MDA-MB-231, PC3 y sobre la línea celular sana MRC5. 
 
1.2.3 Comparar el efecto de los flavonoides F1, F2, F3 y F4 sobre la integridad 
morfológica de las células de cáncer MDA-MB-231 y PC3 y las células sanas 
MRC5. 
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1 Chromolaena tacotana 
Es un arbusto de hasta 2,5 m de altura perteneciente a la familia Asteraceae; 
presentan tallos cilíndricos con colores rojos (Vinotinto), hojas angostas, ovada, 
filarias con 1-3 nervios con peciolos largos de hasta 2 cm y una base cerrada o 
acunada.  Sus inflorescencias se presentan en capítulos con porción vegetativa 
braceada o hasta con 13 pares de brácteas. (Rodríguez, Díaz, & Parra, 2014).  
En Colombia, según (Rodríguez et al., 2014) se distribuye en las regiones Andina y 
Caribe, entre los 400-3470 msnm (Figura 1), su nombre alude a la localidad de Tacotá 
en el departamento del Cauca, donde la especie fue recolectada por primera vez. Entre 
los usos etnobotánicos más destacados se encuentran calmar el dolor de estómago, 
dolores bajos (matriz), la vaginitis y la curación de heridas gracias a la acción 
coagulante que presentan sus hojas. 
 
Figura 1. Distribución geográfica de Chromolaena tacotana en Colombia  
tomado de: (Rodríguez et al., 2014). 
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2.2  Flavonoides de la especie C. tacotana 
Los flavonoides son un gran grupo de sustancias químicas de origen vegetal, a los 
que se les atribuyen coloraciones amarillas, naranjas, rojas, violetas y azules que 
pueden presentar las flores, hojas y frutos de algunas plantas. Presentan en su 
estructura dos anillos aromáticos unidos a través de una cadena de tres átomos de 
carbono, razón por la cual son denominados compuestos C6C3C6  (Martínez, 2005).  
Existen más de 4000 flavonoides naturales los cuales para su estudio e identificación 
se han separado en varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que 
presenta la cadena central C3. De acuerdo con esto los flavonoides se clasifican en: 
Chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, 
catequinas, epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, entre 
otros (Martínez, 2005). 
Para esta especie se han realizado estudios biodirigidos, los cuales han tenido el 
objetivo de encontrar diferentes tipos de actividades principalmente antibacteriana, 
antiproliferativa y antioxidante. En primera instancia se tiene un flavanonol (2R,3R-
4',5-dihidroxi-7- metoxi-flavanonol), con actividad Antimicrobiana (Galindo & Carrero, 
1995). Tres flavonoides (3, 5, 4'-trihidroxi-7-metoxiflavona; 3, 5, 8- trihidroxi-7, 4'-
dimetoxiflavona; 5,4'-dihidroxi-7-metoxiflavanonol; 5,7,3', 4'-tetrahidroxi-3-
metoxiflavona) con actividad antiproliferativa y antioxidante (Rodriguez et al., 2018).  
2.3  Actividad citotóxica de flavonoides 
Se han señalado estos metabolitos secundarios como inhibidores enzimáticos in vitro 
debido a su función de ligando a receptores implicados en la transducción de señales, 
por lo tanto, estas interacciones moleculares de flavonoides a proteínas junto con sus 
propiedades antioxidantes dadas por la cantidad de radicales hidroxilos presentes en 
ellos son la clave para sus beneficios para la salud. Además, algunos efectos pueden 
ser el resultado de una combinación de radicales e interacción con funciones 
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enzimáticas definidas dentro de la función celular (Batra & Sharma, 2013). 
Se ha demostrado que los flavonoides suprimen la proliferación de líneas de células 
cancerosas de manera in vitro, sin embargo, no todos los compuestos polifenólicos 
comparten la misma actividad antiproliferativa, por variedad de estructuras y su 
capacidad de unión con proteínas en las células muestran diferencias en la 
sensibilidad y selectividad (Sak, 2014). 
Finalmente se han descrito algunos métodos generales para evaluar la actividad 
antiproliferativa; en la (Figura 2) se resumen las interacciones en la carcinogénesis ya 
que este es un modelo de cuatro etapas: iniciación, promoción, progresión e invasión. 
Se aplica a agentes antitumorales los cuales pueden interferir en cualquiera de los 
pasos del proceso o incluso en varios de ellos (Sánchez, 2009). 
 
Figura 2. Intervenciones en la carcinogénesis por parte de flavonoides 
Tomado de: (Álvarez & Orallo, 2003) 
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2.4  Cáncer en Colombia 
El cáncer se refiere a un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento 
sin control de células anormales que llegan a diseminarse en diferentes tejidos. Su 
origen puede ser atribuido a factores predisponentes incluyendo factores en el estilo 
de vida, consumo de tabaco y exceso de peso corporal, factores no modificables 
como la genética hereditaria, mutaciones, hormonas y condiciones inmunes; esto 
hace que se desencadene en varias patologías según la zona o lugar corporal que 
afecte (American Cancer Society, 2018).  
La existencia de varios tipos de tumores con diferentes histopatologías, variaciones 
genéticas y epigenéticas y resultados clínicos dificultan la comprensión de esta 
enfermedad, los mecanismos de acción de los agentes quimioterapéuticos y la 
creación de nuevas terapias (Ferreira, Adega, & Chaves, 2013). 
El cáncer tiene grandes repercusiones sociales, económicas y emocionales, razón 
por la cual estas connotaciones afectan de manera directa a un país como Colombia 
donde se hace necesaria una intervención, ya que las estadísticas de incidencia y 
mortalidad tienden a crecer con el paso del tiempo. Cada año a nivel mundial se dan 
más de 11 millones de casos nuevos de cáncer y un porcentaje importante de estos 
se dan en países en vía de desarrollo como Colombia (Londoño et al., 2012).  
Los reportes de la OMS y el instituto nacional de cáncer para Colombia según datos 
recolectados hasta el año 2016, indican que la prevalencia del cáncer de mama y 
próstata en el paso de tres años tiende a aumentar en un porcentaje considerable, 
evidenciado mediante el indicador de pacientes de cáncer nuevos reportados (PCNR) 
(Figura 3) (Acuña et al., 2018): 
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Figura 3. Indicador de nuevos casos reportados de cáncer en Colombia durante los años 2014-2016 
tomado de: (Acuña et al., 2018) 
 
2.5  Cáncer de mama 
Es el segundo más común en todo el mundo, presenta mayor incidencia en mujeres 
con un estimado de 1,67 millones de casos diagnosticados para el año 2012, esto 
refleja un 25% de todo tipo de cáncer (Ferlay et al., 2012). 
Este tipo de cáncer es la quinta causa de decesos con aproximadamente 522.000 
muertes; específicamente se maneja un tipo conocido como triple negativo, se 
caracteriza por la pérdida de la expresión de los receptores de estrógeno (ER), 
progesterona (PR) y del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2), siendo estos los 
más usados dentro del tratamiento habitual. son un subgrupo heterogéneo y 
aproximadamente del 15 al 20% de los cánceres de mama (Tan, 2018).  
El cáncer de mama triple negativo tiene una mayor probabilidad de recurrencia a 
distancia y muerte dentro de los 5 años del diagnóstico, tienen un curso clínico más 
agresivo que otras formas de cáncer de mama, pero con efectos adversos temporales 
(Dent et al., 2007). 
Página 21 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de presentación de proyecto de grado 
 
 
La incidencia y mortalidad de este cáncer en Colombia para el año 2012 (Figura 4) se 
relacionan los casos por cada 100.000 mujeres (OMS & GLOBOCAN, 2018). 
 
Figura 4. Incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cáncer en Colombia para mujeres en el año 
2012   
Tomado de: (OMS & GLOBOCAN, 2018). 
La línea celular MDA-MB-231 es una línea epitelial de cáncer de mama humano triple 
negativo (TNBC) altamente agresiva, invasiva y pobremente diferenciada. Se 
estableció a partir de un derrame pleural de una mujer caucásica de 51 años con un 
adenocarcinoma mamario metastásico (ECACC, 2017). 
Los diferentes tratamientos que se usan en Colombia para este cáncer se muestran en 
la Guía de Práctica Clínica para la detección temprana, tratamiento integral, 
seguimiento y rehabilitación del cáncer de mama, emitida por el Ministerio de Salud y 
Protección Social y colaboradores; en ella se muestran condiciones de manejo, 
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estrategias quirúrgicas de acuerdo con el caso o progresión y la  terapia con radiación 
que puede ser empleada posterior a la cirugía, buscando evitar la recurrencia y los 
tratamientos farmacológicos (Ministerio de Salud y Protección Social, 2017).  
Los tratamientos involucran quimioterapia, debido a que terapias adyuvantes 
hormonales y antiHER2 se descartan por ser de tipo triple negativo dando lugar a la no 
expresión de los receptores (Tan, 2018), (Ministerio de Salud y Protección Social, 
2017), es así como se usan los taxanos (Taxol, Taxotere, Abraxane, entre otros) como 
terapia citotóxica, los cuales han sido la base para el tratamiento de este tipo de cáncer 
debido a que la tasa de supervivencia al implementarlos es positiva (Ministerio de Salud 
y Protección Social, 2017), (Giménez, Gaminde, Sanz, & Lecumberri, 2005). 
2.6  Cáncer de próstata 
Es el cuarto cáncer a nivel mundial en incidencia y en hombres se encuentra en 
segundo lugar; se estima que 1,1 millones de casos se diagnosticaron en el año 2012, 
esto representa el 15% de los casos reportados de los cuales 759.000 se presentan 
en las regiones más desarrolladas del mundo (Ferlay et al., 2012). 
En Colombia la incidencia y mortalidad de este cáncer para el año 2012 se presenta 
en la (Figura 5), donde se relacionan los casos por cada 100.000 hombres (OMS & 
GLOBOCAN, 2018). 
La línea celular PC3 inició a partir de una metástasis ósea de un adenocarcinoma de 
próstata grado IV de un varón caucásico de 62 años. Es un tejido epitelial, crece de 
forma adherente (las células forman racimos en agar blando y se pueden adaptar al 
crecimiento en suspensión), exhibe actividad baja de fosfatasa ácida y testosterona-5-
α-reductasa (ATCC, 2018)(Cunningham & You, 2015). 
 
Página 23 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de presentación de proyecto de grado 
 
 
 
Figura 5. Incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cáncer en Colombia para Hombres en el año 
2012  
Tomado de: (OMS & GLOBOCAN, 2018). 
El esquema de tratamiento en Colombia descrito en la Guía de Práctica Clínica (GPC) 
para la detección temprana, diagnóstico, tratamiento, seguimiento y rehabilitación del 
cáncer de próstata; emitida por el Ministerio de salud y protección social e instituciones 
asociadas, se clasifica según el área que afecta y el avance de la enfermedad 
(Ministerio de Salud y Protección Social, 2013). 
Los tratamientos involucran radioterapia si se presenta en una parte localizable; 
conforme el cáncer avanza se contempla la prostatectomía radical o extracción 
quirúrgica de la próstata combinada con radioterapia para evitar la progresión. En 
casos avanzados tras un diagnóstico tardío, se utiliza un bloqueo hormonal inicial, 
seguido del uso de bifosfonatos (ácido zoledrónico), los cuales protegen los huesos del 
posible daño con el tratamiento (Ministerio de Salud y Protección Social, 2013).  
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En pacientes que son candidatos a quimioterapia (no responden a terapia hormonal o 
radioterapia) se usa docetaxel (10 ciclos) en combinación con prednisona 
(corticosteroide), este con el fin de disminuir el daño y realizar los procesos descritos 
anteriormente (Ministerio de Salud y Protección Social, 2013).  
 
3. METODOLOGÍA 
Los flavonoides objeto de estudio, fueron proporcionados por el grupo de 
investigación de productos naturales PRONAUDCA, perteneciente a la Universidad 
de Ciencias Aplicadas y Ambientales; dichos flavonoides fueron extraídos de las hojas 
de la especie vegetal Chromolaena tacotana R.M. King & H. Rob y presentan las 
siguientes estructuras (Bautista, 2017) (Tabla 1): 
Tabla 1. Flavonoides de la especie vegetal C.tacotana 
ESTRUCTURA NOMBRE ABREVIATURA 
 
5,3´-dihidroxi-7,4´-
dimetoxiflavonol 
F1 
 
3´,4´-dihidroxi-5,7-
dimetoxiflavanona 
F2 
 
4´-hidroxi-5,7-
dimetoxiflavanona 
F3 
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4´-hidroxi-5,7-
dimetoxiflavononol 
 
 
F4 
 
3.1 Ensayo MTT para la determinación de la viabilidad celular 
Se determinó los efectos citotóxicos de los flavonoides F1, F2, F3 y F4, sobre las 
líneas celulares MDA-MB-231, PC3 y MRC5. Estas líneas celulares se mantuvieron 
en medio de cultivo RPMI (MDA-MB-231) y EMEM (PC3 y MRC5) (Lonza), 
enriquecidos con 10% de SFB y 1% de antibiótico penicilina/streptomicina (Lonza), 
bajo incubación a 37 °C y 5% de CO2.  
En placas de 96 pozos se sembró 8000 células por pozo de la línea celular 
correspondiente y se llevaron a incubar bajo las condiciones anteriormente 
mencionadas durante 24 horas. Pasado este tiempo se realizó la inoculación por 
triplicado de cada flavonoide en un intervalo de concentración entre 5 µg/mL y 80 
µg/mL, utilizando además como control positivo paclitaxel (Taxol) y control negativo 
DMSO al 0,5%, llevando a incubación nuevamente durante 48 horas. 
Se retiro el medio de cultivo de cada placa y se adicionaron 0,5 mg/mL del reactivo 
MTT en cada pozo, se dejó en incubación durante 4 horas para favorecer la 
conversión del reactivo en cristales de formazán por las células viables (Meerloo, 
Kaspers, & Cloos, 2011) y se utilizó DMSO para disolver los cristales formados; a 
continuación, se realizó la lectura de los resultados obtenidos en un lector de 
microplatos Bio-Rad Modelo 680 bajo una longitud de onda de 570 nm. Una vez 
obtenidas las absorbancias, se procedió a realizar el tratamiento matemático para la 
determinación de la viabilidad celular a través de la siguiente formula: 
% Viabilidad celular =100- 
Promedio absorbancias control – absorbancia de la Muestra)
Promedio absorbancias control
* 100 
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Finalmente se determinó el IC50 el cual corresponde a la concentración en donde 
observa una disminución del 50% de la población celular, utilizando para ello una 
regresión no lineal. 
 
3.2  Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta para la evaluación de cambios en 
la morfología celular  
La inmunofluorescencia indirecta implica la detección de un antígeno por un 
anticuerpo secundario conjugado con fluoróforo y reconoce un anticuerpo primario no 
marcado unido al antígeno de interés. Como consecuencia de múltiples anticuerpos 
secundarios unidos al anticuerpo primario, los protocolos indirectos de IF dan como 
resultado la amplificación de la señal (Saldanha & Jalali, 2017). 
Este ensayo se utilizó como un estudio morfológico respecto al daño ocurrido en las 
células tras la exposición a los flavonoides. En placas de 96 pozos se sembró 7000 
células por pozo de la línea celular correspondiente, se incubo a 37 °C y 5% de CO2 
durante 24 horas. Luego se adiciono cada flavonoide por triplicado en un intervalo de 
concentración entre 10 µg/mL y 80 µg/mL y se llevó a incubar por 24 horas. Pasado 
este tiempo se fijaron todas las células con MeOH frio absoluto durante 10 minutos y 
luego con acetona durante 13 segundos a -20 °C.  
Posteriormente se utilizó 0,2 µg/mL del anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina de ratón 
DM1A, se incubó por 12 horas a -4°C, luego se bloqueó con BSA/PBS al 2% para 
continuar con la adicción del anticuerpo secundario de cabra antiratón (Alexa flúor 
488) utilizando una concentración de 2 μg/mL diluido en BSA/PBS al 2%. 
Para la tinción de los núcleos se utilizó DAPI en una concentración de 1 μg/mL 
(Thermo Scientific) en solución con Vectashield dejándolo actuar durante 15 minutos 
a temperatura ambiente en la oscuridad. 
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Finalmente se observó la morfología de las células en un Microscopio de 
Inmunofluorescencia Trinocular Invertido AE31E (Motic), se realizó la toma de 
fotografías a través de la cámara MoticCamPro 282ª y la medición del perímetro de 
los núcleos de las diferentes líneas celulares por medio del programa Motic Images 
Plus 2.0. 
3.3  Ensayo cometa para la evaluación de la genotoxicidad de los flavonoides  
El ensayo cometa se conoce como electroforesis en gel de una sola célula, es un 
método simple para medir un posible daño en la cadena del ADN en células (Collins, 
2004).  
Para realizar la evaluación del potencial genotóxico de los flavonoides se realizó la 
siembra de 300.000 células por pozo en una placa de 12 pozos de cada línea celular 
trabajada, llevándose a incubación durante 12 horas a 37°C con 5% de CO2. Pasado 
este tiempo se adiciono cada flavonoide en una concentración de 20 µg/mL, utilizando 
como control positivo VCR a 20 µg/mL y se llevó a incubar por 48 horas. Luego se 
recolecto cada pozo en un eppendorf, se centrifugo a 2000 rpm por 2 minutos, se 
retiró el medio y se realizó el lavado del pellet con PBS a 37°C. 
Posteriormente, nuevamente se centrifugo bajo las condiciones mencionadas 
anteriormente, se descartó el PBS y se adiciono PBS a 4°C; a continuación, se realizó 
el procedimiento según las instrucciones el OxiSelect ™ Comet Assay Kit, en solución 
de electroforesis TBE. 
Finalmente se observaron los daños generados en el ADN mediante el 
desplazamiento del material genético del núcleo (Figura 6) por medio del microscopio 
invertido de fluorescencia, se realizó la toma de las fotografías a través de la cámara 
MoticCamPro 282A para luego ser analizadas en el software Comet Score 
expresando resultados como un porcentaje de ADN en cola, utilizando la siguiente 
ecuación: 
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𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑙𝑎 = 100 𝑥 
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝐶𝑜𝑙𝑎
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝐴𝐷𝑁 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝐶𝑎𝑏𝑒𝑧𝑎
 
 
Figura 6. Parámetros de evaluación en ensayo cometa,  
elaborado por autores tomado de: (OxiSelectTM, 2014) 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad celular  
Los flavonoides F1, F2, F3 y F4, obtenidos de las hojas de la especie vegetal 
Chromolaena tacotana, mostraron efectos sobre la viabilidad celular en las líneas 
evaluadas (PC3, MDA-MB-231 y MRC5) por medio del ensayo MTT (Figura 7). 
Mediante una regresión no lineal se determinó el IC50, permitiendo establecer la 
estimación de su actividad. 
Con base a los resultados obtenidos los flavonoides F2 y F3 presentaron mayor efecto 
sobre las líneas celulares cancerosas PC3 obteniendo valores de IC50 de 60,24 μg/mL 
para F2 y 69,17 μg/mL para F3. El flavonoide F4 obtuvo valores de IC50 >80 μg/mL, 
presentando su mayor efecto sobre la línea celular PC3; por último, el flavonoide F1 
obtuvo el mejor resultado para la línea celular sana MRC5 presentando un valor de 
IC50 >80 μg/mL. En orden decreciente el efecto antiproliferativo presentado por las 
moléculas evaluadas es F3 > F2 > F4 > F1, lo cual puede explicarse desde varios 
puntos de vista, principalmente por su diversidad estructural. 
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Para el caso de los de los flavonoides F2 y F3 los efectos producidos podrían 
atribuirse a que ambas moléculas son de tipo flavanona, las características 
estructurales que comparten son los grupos metoxilo en las posiciones 5 y 7 del anillo 
A (Tabla 1), hacen que su comportamiento frente al ensayo propuesto sea similar. El 
grupo metoxilo según (Pouget et al., 2001) y (Manthey & Guthrie, 2002) favorece el 
efecto sobre las células en comparación con flavanonas que presentan un radical OH, 
dando lugar a un incremento en la actividad antiproliferativa de los compuestos con 
otras sustituciones ya sean doble o sencilla (Murti & Mishra, 2014). 
El trabajo realizado por (Shen, Ko, Tseng, Tsai, & Chen, 2004) y (Barreca et al., 2017) 
permite establecer una hipótesis del posible mecanismo por el cual F2 y F3 efectúan 
su acción antiproliferativa, debido a que según estos autores las flavanonas inhiben 
el crecimiento tumoral y la inducción de la apoptosis de células cancerosas a través 
del arresto del ciclo celular, los receptores de la muerte y la participación en vías 
dependientes de caspasas y mitocondriales. 
Para el caso del flavonoide F4 una de las posibles explicaciones de su baja actividad 
citotóxica podría ser justificada ya que presenta características estructurales de tipo 
flavononol, es decir tiene una reducción del enlace C2=C3 y  de acuerdo con (Whitted 
et al., 2016) los flavonoides que pierdan el doble enlace C2=C3, no tienen la 
posibilidad de generar cambios estructurales que contribuyan a la actividad citotóxica, 
dando lugar incluso a una pérdida total de esta.  
El trabajo realizado por (Burmistrova et al., 2014) propone que la actividad citotóxica 
de un flavonol es determinada por la cantidad de grupos hidrofóbicos que presente la 
molécula, generando un incremento en la permeabilidad de la membrana celular y por 
consiguiente su actividad sobre la célula es más alta. Este efecto no se ve evidenciado 
en el flavonoide F1 a pesar de ser un flavonol, debido a que estructuralmente tiene 
características hidrofílicas, presentando grupos OH en las posiciones 3, 5 y 3´ lo que 
hace que se necesiten concentraciones elevadas para observar su actividad 
citotóxica. 
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Figura 7. Efecto de los flavonoides F1 (A), F2 (B), F3 (C) y F4 (D) sobre la viabilidad celular de la línea 
MDA-MB-231, PC3 y MRC5 
4.2 Evaluación de los cambios morfológicos en células tratadas con los 
flavonoides 
La muerte celular es clasificada principalmente en tres tipos: apoptosis, necrosis y 
autofagia; en ellas se tienen en cuenta cambios en las características morfológicas, 
aspectos funcionales de las células, así como sus particularidades enzimáticas 
(Kroemer et al., 2009). En este estudio se evaluó los cambios morfológicos de los 
microtúbulos y núcleos de las líneas celulares (PC3, MDA-MB-231 y MRC5) por 
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medio de inmunofluorescencia indirecta (Figuras 8 a 11), donde posteriormente se 
efectuó la medición del área de los núcleos (Figura 12). 
   
Control negativo PC3 Control negativo 
MDA-MB-231 
Control negativo MRC5 
Figura 8. Microtúbulos y núcleos de controles negativos de las líneas celulares PC3, MDA-MB-231 y 
MRC5  
Según los resultados mencionados anteriormente, en las líneas celulares MDA-MB-
231 y MRC5 se encontró una pérdida de la integridad de los microtúbulos que forman 
el citoesqueleto dando lugar a la separación con las células vecinas; este resultado 
fue directamente proporcional con el incremento en la concentración de los 
flavonoides F2, F3 y F4, siendo este último flavonoide quien presento un mayor efecto 
al compararlo con el control negativo (Figura 8). En la línea celular PC3 se presentó 
un menor efecto sobre los microtúbulos tras la exposición con los flavonoides F1, F2, 
F3 y F4. Este fenómeno observado en las líneas celulares trabajadas son 
características relacionadas según la literatura con la muerte apoptótica temprana 
(Ziegler, 2004). 
Simultáneamente con el daño producido en los microtúbulos, los núcleos en las líneas 
celulares PC3 (Figura 12 A)  y MRC5 (Figura 12 C) presentaron una disminución en 
su tamaño tras la exposición a las diferentes concentraciones del flavonoide F2 
(Anexo 1); este efecto podría ser atribuido a la contracción celular y condensación 
nuclear que se presentan durante los efectos apoptóticos en la muerte celular (Fatima 
et al., 2016).  
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Por otro lado, los tratamientos (flavonoides F1, F3, y F4) indujeron a un incremento 
significativo en el tamaño de los núcleos en las líneas celulares MDA-MB-231 (Figura 
12 B) y MRC5 en relación con el control negativo (Anexo 2 y 3), siendo el flavonoide 
F4 donde se obtuvo un valor mayor en las diferentes concentraciones utilizadas. Este 
incremento en el tamaño de los núcleos podría estar relacionado con la acción de los 
flavonoides en la apertura del poro de transición de permeabilidad (PTP) ya que según 
lo expuesto por (Desagher & Martinou, 2000) esta apertura puede darse como 
respuesta a diversos estímulos tóxicos en muchos tipos de células, precediendo a la 
apoptosis nuclear debido a un incremento repentino en la permeabilidad de la 
membrana,  generando así el ingreso de altos contenidos de solutos y ocasionando 
una hinchazón osmótica progresiva.  
Concentración FLAVONOIDE 
 F1 F2 F3 F4 
10 µg/ mL 
    
20 µg/ mL 
    
40 µg/ mL 
    
60 µg/ mL 
    
80 µg/ mL 
    
Figura 9. Microtúbulos y núcleos de la línea celular PC3, tratada con los flavonoides F1, F2, F3 y F4 
Página 33 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de presentación de proyecto de grado 
 
 
Concentración FLAVONOIDE 
 F1 F2 F3 F4 
10 µg/ mL 
    
20 µg/ mL 
    
40 µg/ mL 
    
60 µg/ mL 
    
80 µg/ mL 
    
Figura 10. Microtúbulos y núcleos de la línea celular MDA-MB-231, tratada con los flavonoides F1, F2, 
F3 y F4 
 
Concentración FLAVONOIDE 
 F1 F2 F3 F4 
10 µg/ mL 
    
20 µg/ mL 
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40 µg/ mL 
    
60 µg/ mL 
    
80 µg/ mL 
    
Figura 11. Microtúbulos y núcleos de la línea celular MRC5, tratadas con los flavonoides F1, F2, F3 y 
F4 
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Figura 12. Medición de núcleos de las células PC3 (A), MDA-MB-231 (B) y MRC5 (C) tratadas con 
los flavonoides F1, F2, F3 y F4 
4.3 Evaluación de la Integridad del ADN en células tratadas con los flavonoides  
Las mutaciones genéticas influyen en los procesos de carcinogénesis y algunos 
estudios, como el ensayo cometa, pueden identificar sustancias con agentes 
genotóxicos y riesgos potenciales para la salud humana (Mohamed et al., 2016); es 
un método relativamente simple, económico y rápido para examinar el daño ejercido 
en el ADN y por lo tanto, es un biomarcador ideal para el estudio sobre el cáncer 
(Wasson, McKelvey-Martin, & Downes, 2008). 
La actividad genotóxica de los flavonoides F1, F2, F3 y F4, se evaluó mediante el 
ensayo cometa y el daño generado se expresó como porcentaje de ADN en cola 
(Figura 13 A). De acuerdo con los resultados el flavonoide F3 presento un alto 
porcentaje de daño al ADN sobre las tres líneas celulares evaluadas PC3, MDA-MB-
231 y MRC5 (Figura 13 B) con valores de 20, 5%, 28, 64% y 19, 13% respectivamente; 
siendo similares con los valores obtenidos con el control positivo VCR con un 
porcentaje de daño de 19,04% (PC3), 26,39% (MDA-MB-231) y 21,60% (MRC5).  
Por otro lado, en las líneas celulares PC3 y MDA-MB-231 el flavonoide F4 presento 
el menor porcentaje de daño al ADN en comparación con los demás tratamientos 
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utilizados, obteniendo valores de 4,5% para PC3 y 17,52% para MDA-MB-231. Los 
flavonoides F1 y F2 presentaron los mejores resultados en la línea celular sana 
MRC5, debido a que obtuvieron un porcentaje de daño en el ADN cercano a 0 (anexo 
4). 
 PC3 MDA-MB-231 MRC5 
Control 
negativo 
DMSO 0,5% 
   
VCR 
   
F1 
   
F2 
   
F3 
  
 
F4 
 
 
 
A 
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Figura 13. Actividad genotóxica (A) y Porcentaje de ADN en cola (B) generado por los flavonoides F1, 
F2, F3 y F4, sobre las líneas celulares PC3, MDA-MB-231 y MRC5 
 
Los flavonoides presentan diversos mecanismos para intervenir en el proceso de la 
carcinogénesis; sobre el ADN pueden intervenir de manera directa evitando la 
presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS, siglas en inglés) (Batra & Sharma, 
2013). Sin embargo, estos compuestos pueden actuar como pro-oxidantes 
característica probablemente responsable de la genotoxicidad evidenciada en el 
ensayo cometa (Mohamed et al., 2016), debido a que pueden promover la generación 
de radicales H2O2 (Da Silva et al., 2002) , los cuales entran en contacto con el núcleo 
celular dando lugar a ROS y afectando así la integridad del ADN (Arif, Rehmani, 
Farhan, Ahmad, & Hadi, 2015). 
Las células sanas presentan un mecanismo intrínseco antioxidante que evita el daño 
de las ROS sobre la integridad del ADN (Pourahmad, Salimi, & Seydi, 2016), lo que 
podría explicar el efecto observado sobre la línea celular MRC5 por parte de los 
flavonoides F1 y F2.  
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CONCLUSIONES 
1. Los flavonoides F2 y F3 presentaron los mayores efectos citotóxicos sobre las 
líneas celulares PC3 con valores de IC50 de 60,24 μg/mL y 69,17 μg/mL 
respectivamente. 
2. La actividad sobre la morfología celular evaluada mediante la 
inmunofluorescencia demuestra que F4 afecta los microtúbulos y núcleos de 
las células sanas MRC5 mientras F1, F2 y F3 afectaron más los microtúbulos 
y núcleos de las células cancerosas PC3 y MDA-MB-231. 
3. La evaluación de la genotoxicidad evidencio que los flavonoides F1 y F2 no 
generaron un daño significativo al ADN en la línea celular sana MRC5, mientras 
que el flavonoide F3 presento un mayor daño sobre todas las líneas celulares 
evaluadas con valores de 20, 5% (PC3), 28, 64% (MDA-MB-231) y 19, 13% 
(MRC5). 
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RECOMENDACIONES 
1. Realizar ensayos con proteínas específicas presentes en las células 
cancerosas para los flavonoides F2 y F3, con el fin de determinar de manera 
más clara el mecanismo por el cual generan su efecto antiproliferativo. 
2. Evaluar el efecto genotóxico del flavonoide F2 en otras líneas celulares sanas 
con el fin de comprobar los efectos observados y determinar la posible 
selectividad hacia células cancerosas. 
3. Seguir el proceso de extracción de flavonoides de la especie Chromolaena 
tacotana buscando compuestos con efectos antiproliferativos comprobados 
como en el caso de F1, F2, F3 y F4 con el fin de avanzar en sus estudios y 
futuras aplicaciones en terapias contra el cáncer. 
4. Manipular la solubilidad de los flavonoides F1, F2, F3 y F4 con el fin de mejorar 
su desempeño y actividad comprobada en las técnicas propuestas. 
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ANEXOS 
Anexo 1: Tabla de valores promedio de los núcleos para línea celular PC3 a partir del ensayo de 
inmunofluorescencia (software Motic Images Plus 2.0). 
Concentración µg/mL 
Área µm 
F1 F2 F3 F4 
80 1098.738 960.87 1238.266 985.003 
60 1440.569 849.63 1218.748 1012.15 
40 1127.88 1004.407 1647.598 1331.121 
20 1203.845 1465.633 1271.93 1354.803 
10 1336.322 1162.033 1240.029 1303.435 
Control  1229.132 
 
Anexo 2: Tabla de valores promedio de los núcleos para línea celular MDA-MB-231 a partir del ensayo 
de inmunofluorescencia (software Motic Images Plus 2.0). 
Concentración µg/mL 
Área µm 
F1 F2 F3 F4 
80 1199.895 1293.446 1211.543 1295.616 
60 1188.932 1103.449 806.09 904.71 
40 1155.856 1039.168 1191.672 1130.567 
20 1136.966 1247.091 1361.863 1426.744 
10 1270.55 1343.151 1044.704 1476.624 
Control  1097.459 
Anexo 3: Tabla de valores promedio de los núcleos para línea celular MRC5 a partir del ensayo de 
inmunofluorescencia (software Motic Images Plus 2.0). 
Concentración µg/mL 
Área µm 
F1 F2 F3 F4 
80 191.007 196.794 230.246 267.494 
60 180.651 224.645 225.561 196.151 
40 158.721 179.387 244.063 245.182 
20 217.939 186.748 191.776 267.604 
10 225.455 206.949 214.811 294.08 
Control  214.482 
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Anexo 4: Porcentaje de ADN en cola para las líneas celulares PC3, MDA-MB-231 y MRC5 después 
del tratamiento con los flavonoides F1, F2, F3 y F4 de las hojas de Chromolaena tacotana y control 
positivo VCR (software OxiSelect™ Comet Assay Kit (3-Well Slides)) 
 
Línea celular  
Porcentaje de ADN en cola  
Control negativo VCR F1 F2 F3 F4 
MDA MB-231 1.50239 26.39210 25.48149 20.74529 28.63892 17.52235 
PC3 2.83887 19.04058 21.72733 22.47875 20.51016 4.51157 
MRC5 0.00000 21.60000 0.00000 0.06667 19.13333 4.33333 
 
 
